A ^CT/DE OO/OiQii, 

BUNDESREPUBLIK DEUTSWHLAND 



M*, CSV ML. 





Prioritatsbescheinigung iiber die Einreichung 
einer Gebrauchsmusteranmeldung 



Aktenzeichen: 
Anmeldetag: 



200 05 992.0 



04. April 2000 



Anmelder/lnhaber: 



Thomas Roitsch, Regensburg/DE 



Bezeichnung: 



Promotorsystem, dessen Herstellung und 
Verwendung 



IPC: 



C 12 N, A 01 H 



s 



Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ur- 
sprunglichen Unterlagen dieser Gebrauchsmusteranmeldung. 



Munchen, den 18. Juli 2000 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 




A 9161 

06/00 
EDV-L 



P romotorsystem, d essen Herstel 1 u n g u n d Verwend ung 

Bosch rei bung 

Die Erfindung bezieht sich auf die Gcnexpression unci die Regulation von Genexpression in 
Pflanzcn. Im Speziellen bezieht sich die Erfindung auf DNA-Promotor-Sequenzen, und auf 
Expressionskassetten, die in Pflanzen eingefuhrr werden kOnnen, um die Transkription einer 
benachbartcn kodierenden vSequenz zeiilich und raumlich innerhalb der Pflanzen zu regulieren, 
ZusStzlich bezieht sich die Erfindung auf Expressionsvektoren, die solch cine 
Expressionskassetie cntliaiten und die benutzt vverden konnen, um Pflanzen zu transformiercn. 

Hintergrund zu der Erfindung 

Ein Promoter ist eine DNA-Sequenz, die Exprcssionsort und -menge eines Genes beeiniluBt 
odcr bestimmt* und die Stellen fiir die Bindung der RNA-Polymerasc zur Verfugung stellL Die 
Position eines Promotors ist ini*Gcnom, eines Organismus relativ zurn Trans kriptionsstartpunkt 
fixiert. RNA-Poiymera.se ist ein Eiizym, das an den Proniotor binden -kann und die Transkription 
eines Genes vollzieht, das unter der Kontrollc dieses Promotors sleht. Dabei entstcht die 
messcnger-RNA, die wiederum zur Synthese des Proteines vcrwendet wird. 
Promotoren sind in verschiedencn Organismen untersucht worden. Fur bestimmte Spezies 
konnten konscrvierte DNA-Bereiche (sog. Consensus-Sequenzen) innerhalb von Promotoren 
gefunden werden, die mit verschiedenen Genen assoziiert sind. Von diesen Bereichen wird 
angenoinmen, daB sie in die Rolle, die der Promoter im Transkriptionsprozefi spielu 
eingebunden sind. 

Die Initiation des Transkriptionsprozesses in Pflanzen schlieCt eine Interaktion des Promotors 
mit der RNA-Poiymerase II ein. innerhalb von Pflanzenpromotoren wurden Consensus- 
Sequenzen oberhalb des 5*-Endes des Transkriptionsstartpunktes gefunden. Eine dieser 
Sequenzcn ist etwa 7 Basenpaare Jang und befindet sich etwa 20-30 Basenpaare oberhalb des 
Transkriptionsstartpunktes. Diese Sequenz ist ais sog. TATA-box bekannt und es wird 
angenommen, dafi sie eine Rolle bei der RNA-Polymerase Bindung spielt. Eine andere Sequenz 
mit einer Lange von unge&hr 9 Basenpaaren ist etwa 70-90 Basenpaare oberhalb des 
Transkriptionsstartpunktes zu linden. Diese Sequenz wird CAAT-box genannt und es wird 
angenom.mcn, daB sie in der Regulation des Transkriptionslevels eine Rollc spielL Es wurden 
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noch andere Regionen oberhalb des Transkriptionsstartpunktes identifiziert, die die Haufigkeit 
der Transkriptionsinitiation in Eukaryomen beeinflussen. Diese DNA-Bereiche, die Enhancer 
genaiwt werden, beeinllusscn die Aklivitat von Promotoren in ihrer Nachbarschaft. Diese 
Sequenzen sindjedoch der Definition nach keine Promotoren, da ihre Position nicht fixiert sein 
muJ5. 

Um ein fremdes Gen in einem Organising, *.B. einer Pflanze, exprimieren zu kfinncn, muB die 
kodierende Sequent dieses Genes unter die Kontrolle eines Promoters gestcllt werden und in die 
Pflanze eingebracht werden. Zur Insertion des zu cxprimierenden Genes in das Pflanzcngenom 
wird die fremde DNA meislens in das Ti-Plasmid von Agrobaeierium tumefaciena gcbracht, und 
dieses wird dann verwendet um die Pflanzcn zu transtbrmiercn. Eine zweile haulig vcrwendete 
MetJiode ist die direkte Transformation von DNA z.B. mit Hilfe der sogenannten "particle gun". 
In den meisten Fallen werden hierfur bisher aus Bakterien isolierte Promotoren oder Promotoren 
von Pflanzenviren verwendet, die zur Expression des fremden Genes in den Pflanzcn fuhren. 
Diese Promotoren haben den Nachteil, daB sie artfremd sind und daher den 
Kontrollmechanismen innerhalb der Pflanzcn nicht unterliegen. 

Bei Verwendung eines pflanzlichen Promotors ist die Expression eincs fremden Genes moglich, 
die somil audi den pflanzlichen Kontrollmechanismen unterliegt. Durch Untersuchungcn der 
Expression des Genes, vor dem der Promotor ursprunglich liegt, lassen sich genaue Kenntnisse 
Qber die Expressionsstarke, die Zeit. zu der das Gen exprimiert wird, und den Expressionsort 
sammeln, die auf die Expression eines fremden Genes, das unter die Kontrolle dieses Promotors 
gcstellt wird, weitgehend Ubcrtragbar sind. Ein weiterer Vorteil ist, daC bei Verwcndung eines 
genau eharakterisierten, pflanzlichen Promotors geziehe Eingriffe und Untersucmingen in die 
Entwicklung bestimmter Pflanzcnteile moglich ist. 

Im vorliegenden Fall wurde der Promotor einer Tnvertasc aus Tabak kloniert, die in sehr grofien 
Mengen, aber nur in einem bestimmten Entwicklungsstadium und hochspezifisch. nur in den 
Anthcren exprimiert wird. Zur Klonierung des Promotors wurde eine genomisohe Bank aus 
Tabak mit einer Sonde aus dem kodierenden Bereich der untcrsuchten Invertase durchsucht. Die 
erlialtenen genomischen DNA-Sequenzcn wurden mit molckularbiologischen Methoden weiter 
eharakterisiert und schlieClich ein Klon isoliert, der die Promotorsequenz enlhielt, die dann 
sequenzicrt wurde. Es wurden Exprcssionskasseuen mit verschiedenen Genen hergestellt, die in 
Agrobaklerium tumefaciens cingebrachl wurden, um Tabakpflanzen damit zu transfonnieren. 
Dieses neue Promotorsystem kann nun dazu verwendet werden, fremde Gene in Pflanzen in 
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dabei Gene, die nicht naturlich iiv*VeFbind]ung^mit diesem pFomotor vorkommcn. AuBerdem 
kanii mit Hilfe dieses Promoiorsysieriis die Expression von frcmden und eigenen Oenen in der 
Pflanze moduliert warden, d.h. Gene ktfmieiT'uberexprimiert odcc repriniien werden. 
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Ausfu h rungsbeispiele: 



1 . Die Promotor-DNA-Sequenz, bestehend aus den 4300bp des 5' liegenden DNA-Berciches, 
gezahlt oberhalb vom Translalionsstaftpunkt der antherenspezifisch exprimierten Invertase aus 
Tabak. Oder Teile davon, die dadurch gekennzeichnet sind, antherenspezifische expression fur 
dahinter gelegene Gene zu vermitteln, kann roit Hilfe molckularbiologischer Mcthoden so 
verandcrt werden, dafi Restrikiionsachnittstellen am 5 1 - odor 3'-Ende eingeftlgt werden. 

2. Die wie in 1. verSndcrte Promotor-DNA-Sequenz oder Teilc der Promotor-DNA-Sequenz 
konnen zur Herstellung einer Expressionskassette zur Expression fremder Gene in Ptlanzen 
verwendet werden. So eine Expressionskassette ist dadurch gekennzeichnet, daS sie a) die 
Promotor DNA oder Tcile davon aus 1. entMlt; b) eine Verbindungs-DNA ohne specie 
Funklion bzw. fremde Gene, verbunden mil der ersten Schnittsielle beinhaltet; und c) eine 3 1 - 
Rcgion, bestehend aus der 3-Region eines eukaryontischen Genes enthalt, wobei diese 3'- 
Region eine zweite RestriktionsschnitLstelle an ihrem 5'-Ende besitzt und diese 3'-Region iiber 
diese Tweite Rcstriktionsschnittstellc mit der Verbindungs-DNA bzw. den fremden Gcnen aus b) 
verbunden ist. 

3. Eine Expressionskassette wie in 2. beschrieben. kann in cinen Express! onsvektor kloniert 
werden. Dieser Exprcssionsvektor kann dazu verwendet werden, mit Hilfe verschiedener 
gangiger Methoden (z.U. Agrobakterien vermittelte Transformation; direkte Transformation) 
Pflanren zu transformieren. Transgcne Ptlanzen konnen dann unter Bedingungen angezogen 
werden, unier denen das fremde Gen unter der transkriptioncllen Kontrolie der beschriebenen 
Promotor-DNA-Sequen-z exprimiert wird. 

4. Die Promotor-DNA oder Teile davon konnen dazu verwendet werden, die Translation cines 
ptlanzeneigenen Genes zu modulieren. So kann die Expression eines Genes durch Einbringcn 
wciterer Kopien unter der Kontrolie dieses Promotors gesteigert werden oder die Expression 
kann mit Hilfe der Antisense-Technik untcrdruckt werden. Dazu muB die DNA-Sequcnz des zu 
unterdrUckcnden Genes in "verkehrter Richtung" in eine Expressionskassette wie unler 2. 
beschrieben kloniert werden und wie unter 3. beschrieben in Ptlanzen transforniiert werden. 
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5. Die speziRschcn Eigensehafteri der Promotor-DN A-Sequenz bzw. von IlxUen davon, 
ermSglichen in-transgenen Pflanzen, diewie unter 3. beschricben hergestellt wurden, eine 
zeitlich (nur wahrend dcr Poilenbildung) und riiimilich (nur in Aniiheren) definierte Expression 
von fremden Genen in Pflanzen. 

6. Aufgrund des starken Expressionslevels derantherenspeziflschen Invertase inTabak. lassen 
sich miL Hilfe dieser Promoter- DNA-Scquenz bzw. mil Teilen davon, in transgenen Pflanzen 
groBc Mengen eincs bestimmten Proteins /.u eincm bestimmien Zeitpiinkt und in einem 
bestimmten Ort der Ptlanze (siehe 5.) herstelicn. Dieses Protein kann dann durch crnten der 
Antheren, AufschluB und ftir das hergeslellte Protein spezifische Reinigungsverfahren in grofien 
Mengen gewonnen werden. 

7. Die Promotor-DNA-Sequenz, oder Telle davon, kdnncn dazu verwendet werden, in die 
Entwicklung dcr Antheren in Pflanzen einzugreifen. So kormen iransgene Pflanzen hergestellt 
werden, bci denen beispielsweise durch Antiscnse-Expression von Invertasesequenzcn die 
Proteinmengen (iir die cxtrazellul&re Inycrtase verringert werden. Dies fiihrt zu manniich sterilen 
Ptlanzen, die in der Laridwirtschaft, bei der Hersteliung von Hybridsaatgut von groCer 
Bedeutung sind. 

8. Die Verwendung des Promotorsystems zur Hersteliung manniich steriler Pflanzen, wie z.B. 
untcr 7. beschrieben kann als Sioherhcitssystem bei der Hersteliung anderer, kommerziell oder 
wisscnschaftlich nutzbarer transgener Pflanzen verwendet werden. So besteht bei Verwendung 
mSnnlich steriler Pflanzen nichl die Gcfahr des Auskreuzens der genetischen Veranderungen auf 
Pflanzen die auf benachbarten Feldern oder wild wachsen. Die hegrenzte Natur des Eingriffes 
dcr zur mBnnlichen SterilitSt bei Verwendung dieses Promotorsystems fuhrt stellt cincn 
besonderen Vorteil dar, da nichl in das vegetative Wachstum der Pflanze eingegriflen wird und 
keine Weehselwirkungcn mit den zusatzlich eingebrachten genetischen VerSnderungen zu 
erwarten sind. 

9. Die Promotor-DN A-Sequcnz, oder Teile davon, konnen dazu verwendet werden, transgene 
Pflanzen herzustellen, die pflanzeneigene Stoffe in groGer Menge herstellen, die positiv auf ihrc 
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Entwicklung, insbesondew betrcffend den Ertrag von frUchtctragenden Pflanzen, wirken 
konnen. Beispielc fur solche pflanzeneigene Stoffe waren Wa^stumshormone oder Proteine die 
zur Energieversorgung der wachsenden Gewehe (Z.B. Invertasen, Zuckcrtransporier) notwendig 
sind. 

1 0. Mit Wife dcs Promotorsystems konnen transgene Pflanzen -hergestelll werden, in denen die 
Mcnge der produzierten pflanzeneigene Stoffe (z.B. Wachstumshormone) reduziert werden 
kann. Diesc Redukiion kann durch Einbringen von abbauenden Enzymen, von Tnhibitoren oder 
durch sog. "single-chain" Antikorper erreicht wcrden. 

1 1 . Urn Ertiage von mannlich sterilen, fruchtetragenden Pflanzen zu erhaltcn und zur 
Vermehrung mannlich stealer Pflanzen, die unter Verwendung des Promotorsystems wie z.B. 
unter 7. beschrieben hergesiellt wurden konnen Rcstorerstamme hergestellt werden, die nach 
einer Kreuzung mit den mannlich sterilen Stammcn zu fertilen Ptlanzcn in der Fl-Gencration 
fiihren. Rcstorerstamme fur die unter 7. beschriebenen mannlich sterilen Pflanzen konnten 
Proteine enthalten, die die Kohlenhydratversorgung der Antheren wieder herstellen konnen, wie 
Z.B. artfremdc Invertasen (z.B. aus Saceharomyces cerevisiae oder Bakterien), oder 
Saceharosetransporter in Verbindung mit intrazelluliiren saccharosespaltenden Enzymen (z.B. 
Saccharose Synthase, neulrale oder vakuoliire Invertasen). 

12. Altcrnativ zur Herstellung von RestorersUimmen wie unter 1 1. konnten Pollen von mannlich 
sterilen Pflanzen in einer in vitro Kultivierung zu fertilen Pollen entwickelt werden, mit denen 
dann cine Befruehtung der transgenen Pflan/en stattfinden kann. 



Erreichte Vorteile: 

Mit Verwendung dieses Promotorsystems steht ein Werkzeug zur Verfugung, mit dem man 

zeidieh und ortlich gezielt fremde Proteine in Pflan/en exprimieren karui und pflanzeneigene 

Gene in ihrem Expressionslevel modulieren kann. i 

! 
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Aiispriiche 



1. Promotorsystem^gekcnnzeichnei durch einen Klon aus genomischen DNA-Sequen2en. 

2. Promotorsysteni, gekeiinzdchne^dureh Expressionskassetten, 

3. Verwendung eines Promotorsysiems nach Anspruch 1 oder 2 zum Beeinflussen ernes Genes. 

4. Verfahren zur HerstclJung eines Promotorsysiems nach Anspruch 1 oder 2. 

5. Verfahren zum Experimentieren mit einem Promo torsy stem nach Anspruch 1 oder 2. 
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Zeichnung 1: Pmmotor-DNA-Sequenz der extrazellulSren Invertase aus Tabak 

1 TCTAGAATGA CGCCACCGGC CAGGACGGGG AGTATGATTT CCCCGAATGT 

51 TCGTTCAACT nCATTGTTAA AACCTGTTAG CGTGATGCAG CCCGGTACTA 

101 TCTTATCCTC GAGTTTCATT TGTGCAAGTA CTCGAGGATG GACAATTCAC 

151 GGGCCACTCC CATCGTCCAC CATAATGCGT CTTACATCTG TATCTAATAT 

2 01 TCGTAAAGTG ATAACGAGGG CATCATAGTG AGGGAAAACC AAACCGTGGT 

2 51 TATCTGACTT ATCGAAGATG ATACTTTCTT TAAGTTTCTC GTACCGTTCA 

3 01 TGAGTGATTA ACTGTTTGAG CTTGTGGGTT GTGGCGAACT TTACGTTGTT 

3 51 GATCGAAACG TCGTCTCCGC CCCCGATGAT AATGTGAATG GTGCGAGTCG 

4 01 GTAAGGGTGG TTTCGGCGGT CCCTGGTGTT GTTCACGTCC TCGAGAAAAG 
451 TTGGTCCTTC CTCGGTCACA CAACAATATT TTGAGGTGTC CTTGATGAAG 

5 01 CATGTCCATG ACCTCTTGTC TTAGGGCGAT ACAATCCTCA GTTTTGTGAC 
SSI CTCGCTCTTG GTGGAACTCG CAGAGGGCAT CTGATTTTCT AGTGCTTGGA 
601 TCTGACCTCA TCTTTTGTGG CCACTTTACT TTTGGTCCGA GCTTCTTCAA 
6 SI TGCATAGACT ATTTCTGAGG GTGACACACA AAATTTGTGA GCGGATAGTA 
701 AAGAGGGCAT ACCTCTCTCG TTCCGGTGAG TCCCTGTCCT TGGCCTAGAT 
7 51 GGGCCCTCTT CGTAGCGGGA GAGGGGCATG ATGGCACTTT TGACATATGG 
801 TTGATCCATT TCTCGGTTAG ATCATGGAGC TGCAAGATCT CTCTTGGCAT 
851 CATTTTGACG ATCCTTCCTG GTTTCGGCTT GTACCGAGGT CAATCGATCA 
901 GTTGGCCCAT TCAGGTCGTC TTCGTCGGCA CGGGCCTCAG CA.C AGT AGO C 
951 GTTGTGTATT TCATCCCAAG TGGTTGGAGG ATATTTCATA AGTTGGTTTA 

1001 ACAGTTTTCT GGTCGCCCTC GAGCCATTCA TGTTCAGCCC ATTCTGGAAA 

1051 GTTGCTACAA CCATTCCTTC TGATACATTC GGTAAGGTCA TCCTTACTCT 

1101 GTTGAATCGA GCGAGGAAGT CCCTCAATCC CTCTCCGAGT GATTGTTTGA 

1151' TGGCAAATAT ATCGTTCACT CTTGCCTCCG CGTTTTTAGC CCCAACATGG 

12 01 GCCATTATGA ACTTGTCGGC CATCTCTTCG AATATTTCAA TGGAGCGCGC 

12 51 GGGCAGCTGT GAATACCAAG TCAATGCTCC TC CGGTAAGG GTCTCGCCGA 

13 01 ACATTTTCAA CAAGATGGAG GAGACTTGTT CTTTGGAGAG ATCATTGCCC 
13 SI TTTACCGCAG TGACATAATG ATTACATGAT CTTCGGGGTC GGTCGTACCA 
1401 TCATAAATTT TCAGATAAGG TGGCATCTTG AACGTCTTGG GTATGGCATA 
14 SI TGGGGCGGCT TCATCACTGT AGGGTTGCTC GACTAACCGA CCAGCGTCTC 
1501 TTTTTGGAAA TATTTTTGGG GCACCCGGTA TTTTATCGAC TCTTTCTTGG 
1551 TGTTCTCTCA TTTGATCCCG AAGCATTTTA TTTTCGTTTT CCATTTCTTC 
1601 CATTTTCTTC AGAATGGCCG TGAGGGTGTC ATTACCTGCA TTATTAATAT 
1651 TGTGAGTGAT ACCTGTTACT GAAGGGGGAG GC-TCGTGCTG TTTGGT C ATT 
1701 GCTGGTGCAA TGCAAGTCCT TGCATTTTCT CTAAATACCT CCTGAGTGGG 
1751 TTTC-TTGAGG ATGC CGGTCA GCATATTTGT CAGCCAAGCT TCGAGTAGCT 
1801 TCTTCACCGC TGGTGGCGCC TCTTCCGTTG TGGACGTGGA AGCTCCTTTA 
18 SI CCGCGGGATG TTGCGATACT GCTGTGAGGG AGGGGTGATC CACTTCGTCG 
1901 GGGAGAGGTG TTAGGCGTTA TGCCTTCGCC TTCTATTTCG GAGACCTCAT 
1951 TGATGGTGTT TAAGAGGTTG GTAGTGAGAT TGGCCACTGC CTTCATCCTT 
2001 TCTTCTCCCT TACCTGCCAT GTCAGATCTG GGTGTACAAG GAAGTAGGAG 
2051 CTTCTCTTCT TCTTTTTTGT GAATTGTGCC AGTTATAGAT CTAAAAGAAA 
2101 CTAAAGTTTT AACTAGACTA TCCTCACAGA CGGCGCCAAA TTGTTTGACC 
2151 AAAAAATATA GACTTTTGAT TAAATTAATT AATATTGTAT GACAAAGGAT 
2201 TAAACCTAGT TAATGATAAT AACTTCAGAT CTATAATCAA TTAACAGCAA 
2251 TCACGGTCAT AGCAGCGTTG AGAGAAGATT AAATGTGATG TnCATTCAAT 
2 301 ATTTCAAGAT CATTAATGAT AGGGGAATAT CAAGCAATAA ATAACGATAA 
2351 ATGGCATTAA AGTAAATAAG GAGAATGATT CACCCAATAT TGAATGAGGT 
2401 GGATGATTCT TCTTTTTGAC AATGATGAAT GATGGnCAAA TACTAGAATG 
2451 TTGGGACCCT TCTCGGATCT AATGAAAAAA GTATGGAATA GTAGATAATC 
2501 GAATCTCTTT AGAAAGGTAG TGATTGTCTT TTATCTAGAG AGAAAGTCTG 
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2551 w-CTTTTCAAAG AATATTTTTA TCAGAGAATA TTACATCCCC CTCTCTCCCT 
2 6 01 ^ATnTCTTTTT CTOT TCAATGAATC C'EAAAAGTAC 

26S1* AT.?£@AG©AAG* AATATT CAAT«*AAAATATTTT ""TTTGAA^TATT CTATTATAAA 
2 7 0 1 * T^ETAGGTGT -TAGCACTGGA ~CCTCGGTCGn TATTGACTAC TCGGTTACG A 
2751 GCCCTGTCAT TTACTAATCG ACCTGGATTA CATCACTTTC TACGATACTG 
28 01 CTTCATGTCA AATCTTAATG AA AG C AGATT TTGACCCATA CAATAATATG 

28 31 ACAAAATTGC TTCCAAAGAA AACATGGCTC TTATAGTGAA ATATCGTTAG 

2 9 01 ACTGTTATAG A AAGAT CTG A ATTTATTTAT AAGAATAGTG TTTTTTTCTT 

29 51 TTCTTTTCAT ATCTAAGGAG TAAAG CAACC ATGAATAGAA AAGGCTTAGT 

3 001 AACTATATAT CAAAGGAATG GTGTTTTTTC TTTAAATATG GAfAAAAATT 
3 051 TGTGAATATA G AAG ATTAG A T CAATTAA CA AAGGTTATGG TGGAGTGGTA 
3101 AGCAGAGGCG GACCTATGTG TTATAGTAAG GGGTCACCCA CTACTAGAAA 
3151 TCCGGTAAAG ATCGATCAAA AAACCGACCA ACATTGGTCG GTAATGGCCA 

32 01 AAAACTGACC AAAACGCGAT CATTTACGTG TGAACGGTAT TTTTATGGTC ' 

32 51 GGAAAGGAAT ACCGACCAAA GTTGGTCGGA AATTACCGAC CAACTTTGGT ' 

33 01 CGGTCAATTA AATTCAAAAA AAATATTGTA AAAAAAAACC GACCAAAGTT 
3 3 51 GATCGGTA.TT TTAATTATGT AATAAAAAGA TTCACTATCT GGGAAT CGAA 

34 01 CCGGGGTCTG TACTATGGCA AGATACTATT CTACCACTAG ACCATTGGTT 
3451 CATTTTGTTT TAAGACTGTC TTTTATTtfGA TTTATACTCT T TAATTAT AT 

35 01 TTTTGCACGA AAATAACGGA CGAAAGTTGG TCG ATTTTAT -TA A AAAGTAA 
3 551 AATTAC TTAC CAA&GTTGGT GGATTTTTTT AAATGATCGG 'eCGAXTTAAC 
3 6 01 £ ' CG AC CAATTT TGGTAGGTTT TT'l'TAATATT^ AATTTTTATT TATTTTAATT 
3651 >GAAAAACTAA GCAAAGTTAG TGGGTTT CTT. - GAAACATAAA "TTTCGCGGGA 
3701 . CTCAAAAATA GTTTCGCGCA TTTTTGCGCC AAAGAAAACC GAG€AAAGTT 
3 7 51 v GGTCGGTTTC GTAAiAAAAAA AAJWAAATTTA AAAAAEATAT TTTAAAAAAC 

3 801 cgacgaaCtt TAGTCGGTTT ;TTTGGTGGAT TTTTTGAGCG ACGAAAGTTG j 
3 851 GTCGGTCGAC CTTGGTCGGT TTTTGCCGAA TTTCTAGTAG " TGACCGAACC 

3 901 "* CTGTAAGCTT CGGGAGAAAT TTTGTATATG TATATGTGTA -TATCCTTAAA j 

3 951 ATGATTAATT TAAAGAACGn -nGCACCCTGA A^PACTAGAAG CCTTTAGGGG 

4 001 CACTAGATGA GCAGAATAAC GTGTTCTCGT CGCGTAAAAA TACTTGGATC 
4 051 CGCCTATGAT G GTAAGT ACT TCTTCGTCCT TAATCAGAGG TTT CGACTTC 
4101 GAGCTCCAGA TATAAACTAT AGACTCGTCT TTATAGCACC TTTTAATAAG 
4151 ACTATGACTT CATCTGATTT CTCTATAAAT ACTCCTCAAG CTTTCGGTTC 
42 01 TTCTCCATTG TTCAGTTTCT TTCTCCACAT CACAGAAGTG AAAACAAAAC 
4251 AAGAAGAAGA AGAAGAAGAA AAATAAAGAG TTTCTGTCAA ATTAAGTCCA 
4 3 01 ATAGGGAAAA TG 
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